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BRAF 是肿瘤中最常见的突变蛋白激酶和致癌基因（7%-9%）, BRAF 突变
中以 V600E 最多，占 80%。尽管靶向突变 BRAF 激酶抑制剂（BRAFi）在治疗
上取得了很好的疗效，延长携带 BRAFV600E 突变的黑色素瘤病人的生存期。不幸
的是，由于原发性抵抗或获得性抵抗的发展而限制了治疗。一些耐药机制已经被




我们通过研究 BRAFV600E 突变的肿瘤细胞与其获得 BRAFi 抵抗前后，对比
表观遗传化合物库敏感性的改变中发现：获得 BRAFi 抵抗后的肿瘤细胞对靶向
H3K4me3 修饰的小分子抑制剂 MI-3 更加敏感。我们依据不同的 BRAFV600E 突变
的肿瘤细胞对达拉菲尼敏感性不同，将不同类型的肿瘤细胞分为两类，BRAFi
敏感、BRAFi 内源性抵抗。在对 BRAFi 敏感的细胞中，利用 BRAFi 抑制 RAF-ERK
通路后，正性组蛋白 H3K4me3 修饰的关键的甲基转移酶 menin-MLL 复合物明
显的被抑制，而在 BRAFi 内源性抵抗的细胞中 BRAFi 不能介导 RAF-ERK 通路
的抑制，进而不能抑制 menin-MLL 复合物的表达。我们在长期达拉菲尼处理诱
导的的 BRAFi 抵抗细胞中发现，BRAFi 不能抑制 RAF-ERK 通路，导致失去了
对 menin-MLL 复合物的抑制作用；Menin-MLL 复合物通过调控 DUSP6、SPRY4
两种分子的表达介导 ERK1/2 的再激活导致 BRAFi 抵抗；我们发现组蛋白
H3K4me3 修饰的抑制剂 MI-3 可以重新抑制获得 BRAFi 抵抗细胞中 ERK1/2 的
激活，并且，MI-3 联合 BRAFi 达拉菲尼可以明显并且长效抑制 ERK 的磷酸化
和肿瘤细胞的活性以及克隆形成能力。 
我们的结果表明组蛋白 H3K4me3 修饰参与调控 BRAFi 抵抗，靶向组蛋白
H3K4me3 修饰的抑制剂 MI-3 可以作为 BRAFi 的增敏剂，提高 BRAF 突变肿瘤
的治疗。 

















BRAF is one of the most commonly mutated kinases and oncogenes in solid 
malignancies (approximately 7–9%). All mutations in B-Raf cluster within the kinase 
domain, with a single substitution (V600E) accounting for ∼80% of the mutations 
observed. Inhibitors of BRAF (BRAFi) have shown high survival rates in patients 
with melanoma that express mutations encoding BRAF proteins mutant at Val600. 
Unfortunately, the treatment is limited by the development of primary resistance or 
acquired resistance. Several mechanisms have been reported, mostly involving 
reactivation of the Ras/Raf/MEK/MAPK pathway or the PI3K/AKT/mTOR pathway. 
However, a portion of BRAFi-resistant melanomas are not driven by any of these 
known resistance mechanisms. The importance of an apparent regulator of histone or 
histone modification in melanoma has just been elucidated, providing new 
opportunities to address clinical treatment resistance. 
 We found that BRAFi-resistant tumor cells were more sensitive to MI-3, a small 
molecule inhibitor targeted H3K4me3, by examining the sensitivity of before and 
after acquired resistance of BRAFi to epigenetic compound libraries. We differentiate 
different types of tumor cells into two classes: BRAFi-sensitive, BRAFi endogenous 
resistance, according to the different sensitivity of BRAFV600E mutant tumor cells to 
dabrafenib. In the BRAFi-sensitive cells, BRAFi inhibited the RAF-ERK pathway, 
the positive histone H3K4me3 which mediated by methyltransferase menin-MLL 
complex was significantly inhibited, whereas in BRAFi endogenous resistant cells 
BRAFi can not mediate the inhibition of RAF-ERK pathway, and thus can not inhibit 
the expression of menin-MLL complex. BRAFi did not inhibit the RAF-ERK pathway, 
resulting in loss of inhibition of the menin-MLL complex. Menin-MLL complex was 
administered by regulating DUSP6, SPRY4. We found that MI-3 could re-inhibit the 
activation of ERK1 / 2 in BRAFi-resistant cells, and MI-3 combined with BRAFi 
















activity of tumor cells as well as the clony ability. 
Our results suggest that H3K4me3 is involved in the regulation of BRAFi 
resistance, and MI-3, a targeted H3K4me3 inhibitor can be used as a sensitizer for 
BRAFi to improve the treatment of BRAF mutant tumors. 
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P38家族（包括p38a、p38b、 p38c、p38d）、c-jun N末端激酶1/2/3和 ERK5通路。 





















































B-Raf 是丝氨酸/苏氨酸激酶 Raf 家族成员，其家族还包括 A-Raf(ARaf)和
C-Raf(Raf-1),Raf 激酶能调节信号从 Ras 传递到下游特异性蛋白激酶
MEK1/MEK2，并磷酸化激活下游丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶 MAPK1/ERK1
和 MAPK2/ERK2[6, 7]。BRAF 包含两个调节域：激活片段和负电调节区域（N-


















从而使 B-raf 具有酶促活性。在没有外界刺激时，RAF 采取自抑制的失活状态，
当有小 G 蛋白存在时，Raf 蛋白移位到细胞膜上[9]，自抑制状态被打破，此时
Raf 激酶未被激活，开放的 Raf 激酶区域形成同源或异源二聚体，使激活的 LOOP
采取激活的构像，同源或异源二聚体彼此磷酸化[10]，此时 Raf 激酶被激活，激活
下游信号通路 MEK-ERK[11]。而 V600E 被认为是模仿了 T599/S602 这两个位点
的磷酸化。即使没有外界刺激的情况下，BRAFV600E 突变也会持续激活 BRAF 激
酶，导致下游信号的持续激活（图 1）。 
图 1 生理和存在激活 BRAFV600E突变的细胞中 MAPK信号通路调节模式图[12] 
Raf 家族另一成员 C-Raf(Raf-1)，Raf-1 至少有 13 个磷酸化位点。当一些位
点磷酸化后，例如 S43, S259 和 S621，允许 14-3-3 结合到 Raf-1 上使其处于失
活形式。当存在细胞刺激时，S621 位点瞬时去磷酸化，磷酸酶例如蛋白磷酸酶
2A (PP2A)使S259位点去磷酸化[13]，然后14-3-3与Raf-1分离，Raf-1在S338, Y340























酸化BRAF 的S364和S428抑制其激酶活性[17, 18]。 
  已经有报道支架蛋白PKIP能够抑制Raf-1激酶活性和下游信号[18]。PKIP是磷
脂酰乙醇胺结合蛋白家族成员，有趣的是PKIP可以单独和Raf 或者 MEK或ERK 
结合，但不会与三者共同结合。已经有报道PKC可以使PKIP的S153位点磷酸化
使Raf 和 RKIP 解离。 
Hsp90稳定Raf的活性，一些抗肿瘤药物如德霉素抑制Hsp90导致Raf表达降
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